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2^ ERG6 gene, the screening methods, and a family of molecules with anti-prion activity isolated by the inventive screen. The invention 
^ is applicable to anti-prion agents for producing medicines in particular for treating neurodegenerative diseases involving protein 
O aggregates. 
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des kits de criblage de molecules ^ activity anti-prion, caract^ris^s en ce qu'ils comportent en combinaison une levure de phenotype 
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^ ADEl ainsi qu*un g^ne ERG6 inactive, les m^thodes de criblage, et une famille de molecules ^ activity anti-prion mie en Evidence ^ 
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Criblage de molecules Sl activity ant i -prion : 
kits, methodes et molecules cribl^es. 

La presents invention se rapporte i du criblage de molScules §l 
5 activite ant i -prion. Elle vise plus particuliSrement des kits 
de criblage de molecules k activity anti-prion, les mSthodes 
de criblage, et une famille de molecules k activity anti-prion 
tnise en Evidence k I'aide du crible selon 1' invention. 

10 Les prions sont des protSines infectieuses responsables chez 
les maimiif Sres de certaines maladies neuro-dSgSn^ratives de 
type encSphalopathies spongif ormes comme la maladie de 
Creutzf el dt- Jakob chez I'homme ou encore les maladies dites 
<c de la vache folle » chez les bovins ou « tremblante du 

15 mouton » chez les ovins, Ces diff ^rentes maladies sont 
provoqu^es par des agents infectieux non convent ionnels : li la 
difference des agents infectieux traditionnels (bact^ries, 
virus par exemple) , ils ne contiennent pas d'acides 
nuclSiques. Le Professeur Stanley Prusiner a formule 

20 I'hypothSse de « la protSine seule selon laquelle 1' agent 
infectieux ne serait constituS que d'une proteine. Cette 
protSine existe naturellement dcois les cellules sous une forme 
« normale ^ (ou PrP*^) , c'est-a.-dire soluble, essentiellement 
sous forme d'h^lice a et non agr^gee done fonctionnelle, Dans 

25 certaines conditions encore inconnues, cette proteine peut se 
transformer en une forme prion (ou PrP®^) . Sous cette forme 
prion, la proteine forme des agr^gats insolubles, 
essentiellement sous forme de feuillets (i . Le caractere 
infectieux de cette conformation prion PrP^^ viendrait du fait 

30 que, outre les caracteristiques indiquees precedemment , la 
proteine sous forme prion gagne egalement la capacite S 
catalyser le passage de la forme cellulaire normale PrP^ vers 
la forme prion PrP®^ dans un mecanisme de type <c boule de 
neige » . 
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La levure de boulanger Saccharomyces cerevisiste contient 



Bel lot et Cull in, 2001) . Dds les ' aim^es soixante/ deux 
f mecanismes g^netiques non convent ionne Is y sont decrits . En 
1994, les phenotypes correspondants [PSJ+] et [URE3] ont ete 
proposes comme resultant de 1 ' inactivation auto-catalytique 
des proteines Sup35p et Ure2p respect ivement . Ces proteines 
prions presentent done a priori une analogie mecanistiqpie avec 

10 les systdmes maramiferes del^teres pour la sante pxiblique. A 
I'instar de la proteine PrP, la prot^ine Sup35p « normale » 
passe d'un Stat soluble a un etat insoluble et agrSgS dds que 
la proteine est en contact avec une autre protSine Sup35p sous 
la forme prion. Get Stat agrSgS est vSrifie tant par des 

15 experiences de cent rifugat ion que par des experiences de 
localisation intracellulaire . Les prions de la levure peuvent 
§tre Slimines {« curSs ») par une forte dose (1 Sl S tnM) de 
chlorure de guanidium. Suite Sl un tel traitement {qui doit 
etre applique sur au moins six k dix gSnSrations) , les 

20 agregats protSiques generes par la presence des prions 
disparaissent et la proteine en question (Sup35p, par exemple) 
se retrouve sous une forme normale, soluble, f onctionnelle 
mais ayant conserve la susceptibility d'etre convertie sous 
\me forme prion si elle se retrouvait a nouveau en contact 

25 avec une autre protSine Sup35p dans un tel etat. 

La .protSine Sup35p, en complexe hStSrodimSrique avec la 
protSine Sup45p, forme un facteur de terminaison de la 
traduction. Ce facteur reconnalt les codons stop opales (UGA) . 
30 Sous sa forme cellulaire normale (soluble et active) dans les 
souches [psi-] , Sup35p, en association avec Sup45p termine 
ef f icacement la traduction au niveau de ces codons opales . 
Dans une souche [PSJ+] ou la proteine Sup35p est sous forme 
prion, elle est ma j oritairement pr^sente sous forme d' agregats 




se comportant comme des prions, (Fernandez- 



wo 2004/035813 




CT/FR2003/003101 



insoliJbles. Ne pouvant pas se lier & Sup45p, elle est ainsi 
non fonctionnelle dans la terminaison de la traduction- Une 
petite fraction de 1' ensemble des prot^ines Sup35p cellulaires 
reste toutefois soluble dans ces cellules [PSI-^] oii elle 
5 permet, en complexe avec Sup45p, d' assurer un « service 
minimum » de terminaison de la traduction, service essentiel a 
la survie de la levure- Un systeme colorimetrique permettant 
de detect er, de fagon indirecte, la forme sous laquelle la 
proteine Sup35p est presente : normale ou prion, a ete ^labore 

10 k partir de ces constatations . Ce systdme, decrit depuis 
longtemps (voir 1 'article de synthese par Fernandez -Bel lot et 
Cullin, 2001), est bas§ sur I'utilisation de I'allSle adel-14 
du gdne ADEl, codant pour une enzyme de la voie de biosynth^se 
de 1' adenine : la SAX CAR synthetase. Cette enzyme catalyse la 

15 formation de 4- (N-succinocarboxamide) -S-aminoimidazole 

ribonucleotide (SAICAR) k partir de 4-carboxy-5-aminoimidazole 
ribonucleotide (CAIR) . L' allele adel-14 contient un codon 
opale dans le cadre de lecture du gdne ADJSl, Dans une souche 
[psi-] , Sup35p en association avec Sup45p va done arr§ter la 

20 traduction du g^ne ADEl au niveau de ce codon stop. La 
proteine adel-14p ainsi traduite sera tronquee et done non 
fonctionnelle. En consequence les substrats en amont de 
1' enzyme Adelp vont s'accumuler, notamment la 5-aminoimidazole 
ribonucleotide (AIR) , L'AIR etant oxyde en un compose de 

25 couleur rouge, les colonies formees par les cellules [psi-] 
seront de couleur rouge. En outre, ces cellules seront 
aiixotrophes pour 1' adenine. A 1' inverse, dans une souche 
[P5J+] , la proteine SupSSp est essentiellement presente sous 
forme d'agregats done incapable de s'associer avec Sup45p pour 

30 stopper la traduction au niveau du codon opale de 1' allele 
adel'-14 du gSne ADJSl. En consequence, les ribosomes vont faire 
une pause au niveau de ce codon stop avant de reprendre leur 
activite de traduction (translecture) . Une certaine quantite 
de proteine Adelp fonctionnelle sera done synthetisee, les 
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cellules seront autotrophes pour 1' adenine et formeront des 
colonies de couleur blanche S ros^e. 



Dans un article paru dans P.N.A.S, I'eqiiipe du Pr. Stanley 
5 Prusiner divulgue un test de detection de molecules S activite 
anti-prion (Korth et al . , 2001). Ce test est effectue sur un 
meddle de mammiferes (neuroblastomes murins infectes par 
PrP®*^) . Les conditions de securite (laboratpire P3) et de 
cultures cellulaires (manipulations assez lourdes) ne 
10 permettent pas de realiser du criblage a haut debit. 

La demande WO 98/30909 decrit ggalement un precede de criblage 
de molecules k activity anti-prion r^alis^ sur des rongeurs 
infectes par un agent transmissible non convent ionnel • Cette 
15 mSthode de criblage prSsente les mSmes limites que la m^thode 
dScrite dans P.N.A.S. 

Les travaux des invent eurs les ont amenes a realiser un 
systdme de criblage haut d^bit pour mettre en Evidence des 
20 molecules poss^dant une activite anti-prion, base sur le 
systdme rapporteur color imetrique de la proteine Sup35p, 
decrit ci-dessus. 

La presente invention est done relative a un kit criblage de 
25 molecules a activite anti-prion, caracterise en ce qu'il 
comport e en combinaison une levure de phenotype [PSJ+] , un 
antibiogramme et un agent de curage des prions k des doses 
sub-ef f icaces, ladite levure presentant 1' allele adel-14 du 
gSne ADEl ainsi qu'\an gdne ERG6 inactive. 



30 



Bien que bas6 sur les prions des levures, le kit selon 
1' invention permet d'isoler des molecules actives centre les 
prions de mammiferes. L'exemple 7 suivant montre que les 
molecules les plus actives isolees par le Pr. Prusiner 
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presentent Sgalement line activite dans le crible selon 
1' invention. 

Pourtant, on observe de noinbreuses differences entre les 
5 prions de levure et les prions de manunif dres . Dans un article 
de la revue « Cellular and Molecular Life Sciences », le 
Professeur C.Cullin propose mSme au vu de ces differences de 
distinguer les prions de levures de ceux des mammi feres en 
employant le terme de « propagons ». Comme differences 

10 notables entre les « prions » (mammi feres) et les 
<c propagons » (levure) , on peut citer le caractdre 
cytoplasmique des propagons alors que le prion PirP des 
mammifdres est une prot^ine ancr^e k la membrane plasmique, le 
caractdre pathologique des prions de mammifdres, ainsi qu'un 

15 certain nombre de differences biophysiques (structure ternaire 
et quaternaire, reversibility du curage,-) 

L'un des principaux avantages d'un tel crible reside dans sa 
parfaite innocuitg ce qui permet de le rgaliser dans un 
20 laboratoire de biologie molgculaire classique de niveau L2, et 
non, comme requis dans les techniques antSrieures, dans un 
laboratoire de niveau P3 . 

De plus, la grande facility d' utilisation et le tres faible 
25 coQt de ce kit rendent le criblage a haut debit realisable. 
L' utilisation de pastilles a antibiogramme , qui permettent la 
diffusion du produit en creant un gradient de concentration, 
permet en outre de tester en une seule experience une 
multiplicity de concentrations, contrairement aux tests 
30 classiques, dans lesquels seule tme concentration est testae. 
Pour chaque molecule dont on teste 1' activite anti-prion, 
1 'utilisation de 1 ' antibiogramme permet ggalement d' avoir des 
informations sur la toxicity du produit ainsi que sur le 
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rapport activity/concentration^ et de determiner ainsi la 
meilleure concentration efficace. 



La souche [PSr+] utilisee dans le kit selon 1' invention porte 
5 une inactivation du gene ERG6. En effet, les levures sont 
nature llement assez peu permeables. En particulier, la levure 
preferee pour la mise en oeuvre de 1' invention, Saccharomyces 
cerevisiae, presente une impermeabilite . telle que la 
realisation d'un criblage s'avdre particulidrement peu 
10 efficace sans cette inactivation. 



La mSthode d' analyse du crible selon 1' invention est visuelle 
grSce k 1 'utilisation de I'alldle adel-14. Selon 1' activity 
ant i -prion de la molecule testae, les colonies de cellules 

15 auront une coloration rouge, ros^e ou blanche. Le choix de la 
souche de levure peut permettre d'amSliorer le contraste entre 
les colonies. En effet, certaines souches dites « Strong » 
facilitent 1' analyse visuelle du crible. De telles souches 
possSdent un fort niveau d'agrggation des formes prions. A 

20 contrario, la souche sera dite « Weak ». Les souches preferees 
pour la mise en oeuvre de 1' invention sont done les souches de 
type « Strong ». 

D'autres levures peuvent ggalement §tre utilisees. On citera a 
25 titre d'exetnples : Kluyveromyces lactis, Pichia methanolica, 
Saccharomyces ludwigii, Kluyveromyces marxianus, Pichia 
paatoria, Zygo saccharomyces rouxi, Schizosaccharomyces powbe. 



Etant donne la letalit^ synth6tiq[ue obse3rv6e entre 
30 1' inactivation du gene ERG6 et 1' inactivation du gene TRPl, le 
gene ERG6 pourra §tre dSl€t€ en utilisant le g^ne TRPl comme 
marcjueur de deletion. 
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Avantageusement, le kit cotnporte en outre un agent de curage 
des prions a doses sub-ef f icaces . 

Par curage, on entend une Elimination des formes prions dans 
5 les cellules de levure. Cette elimination peut §tre teraporaire 
ou definitive. 

A titre d'exemple, un agent de curage pour le. prion peut Stre 
I'eau oxygenee ou pr^f^rentiellement , le chlorure de 
10 guanidium. 

Par doses sub-ef f icaces , on entend des doses qui utilisees 
seules .ne suffiraient pas a curer les prions des levures. Les 
valeurs de telles doses sont donnees, dans les exemples qui 
15 suivent, pour le chlorure de guanidium. 

Les int6r§ts de la presence d'un agent de curage a des doses 
sub-ef f icaces sont de renforcer la sensibility du crible et 
d'obtenir un meilleur contraste. 

20 

Le kit selon 1' invention peut etre mis en oeuvre dans une 
m^thode de criblage de molecules k activite ant i -prion. Cette 
methode de criblage, egalement visee par 1' invention, est 
caracterisee en ce qu'elle met en oeuvre une, levure de 
25 phenotype [PSJ+] presentant 1' allele adel'14 du gdne ADEl 
ainsi qu'un gdne ERG6 inactive et comporte les etapes 
suivantes : 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro sur un 
milieu compl§ment6 d'une dose siib-ef f icace d'un agent 
30 de curage des prions, 

b- dSp6t des composes a tester selon la methode de 
1 ' ant ibiogramme , 

c. incubation pendant environ 2-4 jours k environ 20-25°C, 
et , 
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d. analyse de la coloration des colonies cellulaires. 

Cette tnethode possSde des avantages analogues ^ ceiix du kit 
seldn 1' invention. II s'agit d'un test visuel, trds facile a 
5 analyser. Sa mise en CEUvre est trSs simple et peu onereuse. 
I*es precautions relatives a la securite sont celles d'un 
laboratoire classique de biologie moleculaire . Elle permet le 
criblage massif : une personne seule peut cribler manuellement 
plus de 4 00 produits par jour, Un criblage de trds haut debit 

10 serait possible par automat i sat ion de la methode. Le resultat 
du crible est r^vele au bout de 7 jours, sans qu'il soit 
n^cessaire de recourir a des manipulations lourdes entre le 
jour J et le jour J+7 (^ventuellement un changement de 
temperature de 1' inciobateur) . Enfin, cette methode est 

15 particulidrement economique. 

Une des levures pr^ferees pour la mise en oeuvre de cette 
methode est Setccharomyces cerevisiae. 



20 



30 



Avantageusement , 1' agent de curage de I'etape a. est le 
chlorure de guanidium. 



La methode peut egalement comporter les etapes suivantes : 

e. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 2-6^C, 
25 et/ou, 

f. realisation d'un test de criblage secondaire, 

L' incubation ^ 2-6«C permet d'accentuer le contraste des 
colorations des colonies. 



Preferentiellement, le test de criblage secondaire pourra 
comporter les etapes suivantes : 
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- construction d'une souche de levure dans laquelle le 
gdne ADE2 est sous le controle du promoteur du g^ne 
DALS 

realisation des etapes a. a e. des methodes decrites 
5 ci-avant, 

Un tel crible secondaire permet de tester trds rapidement si 
les molecules isolees lors du crible primaire peuvent avoir un 
effet general sur les prions chez la levure. En effet, les 
10 gdnes SUP35 (responsable du prion [PSJ+] ) et URE2 (responsable 
du prion IURE3} ) codent pour des enzymes ayant des fonctions 
totalement diffSrentes et dont les sequences primaires sont 
trds 61oign6es. 



15 L' invention couvre egalement les molecules isolees par la 
methode de criblage selon 1' invention. 

En particulier, la methode de criblage a permis d'isoler des 
agents ant i -prion ayant la formule (I) suivante : 

20 




dans laquelle R' est un groupement H, NH2/ NHR^, o\l est \ine 
25 chaine alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 Sl 10 

carbones, ramifiSe ou non, 
X reprSsente F, Cl, Br, I, CF3, SR^, OR^, OH, NO2, 
COR^, CONHa/ COOH, COOR^/ oil R^ est un groupement 
alkyl de 1 a 4 carbones, de pr^f^rence CH3. 
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p et n, identiques ou diff brents, ggalent 0, 1 ou 
q egale 0 ou 1. 

L' invention couvre en particulier les agents anti-prion de 
formule (III) : 




(III) 



dans laquelle r' represente un groupement H, NH2, NH-(CH2)3"- 
N(CH3)2, NH-CH(CH3) - (CH2) 3-N (CH2-CH3) 2 , 
X represente F, Cl, CF3, 

p et identiques ou differents, 4galent 0, 1 ou 
2. 

Cette famille de molecules, appelee « Kastellpaolitines » par 
les inventeurs, possdde k un degrS plus ou moins fort 
1' activity anti-prion recherchee. En particulier, les derives 
chlores de cette famille. sont particulidrement efficaces. Les 
meilleures efficacitSs sont obtenues lorsque le chlore est 
placg en position 2, 3, 4, de preference, en position 4 (voir 
KPl dans les exemples qui suivent) , 



L' invention vise plus particulierement les composes de formule 
(II) : 
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2 1 10 9 

(ID 

dans laquelle r' represente iin groupement H, NH2, NH- (012)3 - 
5 N(CH3)2/ NH-CH(CH3)-(CH2)3-N(CH2-CH3)2, 

X represent e F, CI, CP3, 

p et n, identiques ou differents, Sgalent 0, 1 ou 
2, 

pour une utilisation comme medicament/ et en particulier, 
10 comme agent ant i -prion. 



Elle vise egalement les compositions pharmac antiques 
comprenant une quantite therapeutiquement efficace d'au au 
moins un compose de formule (II) dans laquelle : 

15 



(X)p 



3 




(ID 



R' reprSsente un groupement H, NH2/ NH- (CH2) 3-N (CH3) 2/ 

NH-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2, 
20 X represente Cl, CP3, 

p et n, identiques ou differents, ggalent 0, 1 ou 2, 
en association avec au moins un vShicule pharmaceutiquement 
acceptable . 
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Certains composes de cette famille sont particuli^rement 
actifs. II s'agit de la phSnanthridine et . de. la 6-r 
aminoph^nanthridine , ainsi que de leurs derives chlor^s, en 
5 particulier lorsque le chlore est place en position 8, 9, 10, 
de preference, en position 10 {voir dans les exemples qui 
suivent) . 

Pref erentiellement , dans les formules (II) et (III) / R' 
10 represente NH2. En effet, une tres bonne activite des molecules 
a ete constatee lorsque R' represente NH2. 

L' invention propose 6galement une mSthode de traitement des 
maladies neurodegeneratives impliquant des agregats 
15 proteiques, comportant une etape d' administration a un animal 
ou k un patient d'une quantity thSrapeutiquement efficace d'au 
moins \xn des composes de formule (I), (II) ou (III) selon 
1' invention - 

20 Les agents anti-prion selon 1' invention sont particulierement 
utiles pour 1 ' obtention d' uxi medicament destine a prevenir 
et/ou ^ traiter les maladies neurodegeneratives, en 
particulier de type a agregation de proteines, telle que les 
encephalopathies spongif ormes, les maladies d'Alzheimer (tau) , 

25 Parkinson (synucieine a) et de Huntington (huntingtine) ... Ces 
medicaments peuvent §tre a visee humaine ou veterinaire, en 
particulier pour des animaux domestiques (vaches, moutons, ...) 
ou sauvages (lynx, cervides tels que biches, eians, ...) 

30 D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaltront dans les exemples ci-dessous et en se referant 
aux figures suivantes: 

la figure 1 se rapporte ^ la faisabilite du crible, 
- la figure 2 illustre le protocole de criblage, 



10 



wo 2004/035813 ^P>CT/FR2003/003101 

13 

- la figure 3 est relative ^ I'isolement des 
Kastellpaolitines, de la phSnanthridine et a leur 
relation stroicture/activite, . 

- la figure 4 se rapporte a la determination de 
I'activite des derivees de la phenanthridine, 

- la figure 5 presente les resultats des tests de cure 
liquide, 

- la figure 6 se rapporte au crible • secondaire base 
sur le prion [URE3] , 

- la figure 7 d^montre la validation du test avec la 
chlorpromazine, la quinacrine et le verapamil, 

- la figure 8 presente les rSsultats de I'effet de KPl 
sur le prion mammifSre dans un modele in vitro, et, 

- la figure 9 est relative a une etude 
15 structure/activite realisee sur la molecule de 

foirmule generale (II) . 

ExemplQ 1 z RSalissition du crible. 

20 1 . Materiel et methodes 

Organismes (SaacbaromycBs ceirevisiae) et milieux de culture 
La souche de levure haploide [PSJ+] 74-D694 (Mat a, adel-14, 
trpl-289, hi83-A200, ura3-52, ,leu2-3,112) a gtS utilisee dans 
25 la mise au point de la methode de criblage. La souche utilisee 
est dite <k Strong » car elle presente un phenotype bien marque 
lorsque le facteur de terminaison de la* traduction Sup35p est 
sous une forme prion ou agr^gee. 

30 Afin d'augmenter la penetration des inhibiteurs, les 
inventeurs ont modifi§ genetiquement cette souche en y 
introduisant une mutation du gdne ERG6. Ce gdne intervient 
dans la biosynthdse de 1' ergostgrol, composant de la parol 
cellulaire des levures. La mutation a €t€ realisee par 
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insertion au niveau du site chromosomique du gdne ERG6 d'une 
« cassette de 'dSlStion » correspondant au gdne marqueur TRPi 
flanqu6 par des sequences en ADN se trouvant en amont et en 
aval de la phase codante du gene ERG6 . Cette cassette a ete 
produite par PGR en utilisant le plasmide pFA6a-kanMX6 comme 
matrice et les oligonucleotides 0BMIO6O (5') et 0BMIO6I (3') 
conime amorces. Les cellules de levure 74-D694 « Strong » ayant 
integre la cassette de deletion (souche appele.e STRg6, deposee 
k la CNCM le 10 octobre 2002 sous le num^ro 1-2943) sont 
celles qui se developpent sur milieux minimum dSpourvu en 
tryptophane. La mutation Aerg6: :TRP1 a ensuite ete verifiee 
par PGR en utilisant I'ADN g6nomique de la souche STRg6 comme 
matrice et les oligonucleotides oBM1030 (5') et OBM1063 (3') 
comme amorces. 



Les amorces PGR utilisSes presentent les sequences en 
nucleotides suivantes : 

0BMIO6O 5' CGATTTAAGTTTTACATAATTTAAAAAAACAAGAATAAAATAATAATATAG 
TAGGCAGCATAAGCGGATCCCCGGGTTAATTAA 3' (SEQ ID N°l) 

0BMIO6I 5 ' CTGCATATATAGGAAAATAGGTATATATCGTGCGCTTTATTTGAATCTTAT 
TGATCTAGTGAATGAATTCGAGCTCGTTTAAAC 3' (SEQ ID N°2) 
OBM1030 5' GGTACGTCGTTCCGGTAC 3' (SEQ ID N^'S) 
OBM1063 5' GAGTCAGAAATCGAGTTCGA 3' (SEQ ID N«>4) 

Sauf indication du contraire, les souches de levure sont 
cultivees a 30<>G dans du milieu riche (YPDij;) ou dans du milieu 
minimum. Lorsque ce n'est pas explicitement specif i6, les 
pourcentages correspondent k un rapport masse/volume. La forme 
gSlosge est obtenue par ajout d'agar a 2%. 

YPDt|r : 1% d' extrait de levure (Fisher®), 2% de peptone (Gibco®) 
et 2% de glucose ; 

Milieu minimum : 0,175% de yeast nitrogen jbase without amino 
acid and ainmonium sulfate (Difco®) , 0,75% de sulfate d' ammonium 
et 2% de glucose. Ce milieu est ameng a pH 6. Afin de 
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compenser les gventuelles auxotrophies , ce milieu peut etre 
compl^t^, aprds sterilisation, par ajout d'acides amines 
(0,002% de L-Histidine et/ou 0,004% de L-Leucine et/ou 0,003% 
de L-Tryptophane) ou de bases azotees (0,0025% d'TJracile et/ou 
5 0,008% d ' Adenine ) . 



Methode de criblage de substances a activite antx-prionesque 
(« Prion Halo Assay ») 

La methode de criblage elabor6e est basee sur le principe de 

10 I'antibiogramme. En effet, les composes t tester sont deposes 
sur tin disque en papier filtre sterile, lui-mSme depose sur 
une boite de milieu YPDij; solide contenant 0,2 mM de chlorure 
de guanidium pr^alablement ensemencSe avec environ 5,10^ 
cellules de la souche STRg6 afin de r^aliser un tapis de 

15 levure. Cette quantity de cellules ensemencees (de 10^ H lO"') a 
ete optimis€e afin que chaque cellule puisse se diviser au 
moins 6 fois (nombre de generation n^cessaire pour avoir un 
effet de cure efficace avec 3 mM de GuHCl) . ajout d'une 
faible quant ite de chlorure de guanidium (0,2 mM) , dose s\ib- 

20 efficace pour curer les prions chez la levure (la dose 
efficace etant de I'ordre de 1 a 5 mM) permet d'augmenter la 
sensibilite du test (voir la partie Resultats) . Les boltes 
carrees de 12 cm de cote sont ensuite incubges 3 jours a 
23,5°C pour permettre 1' apparition et la croissance des 

25 colonies de levures. Ces boites sont ensuite stock6es 3 jours 
a 4<>C afin d'accentuer le coloration rouge presente autour des 
disques imbibes de substances actives sur la forme prion de la 
protgine Sup35p. La comparaison avec les t^moins n^gatifs 
(dSpat du solvant des inhibiteurs testes) et positif (dep6t 

30 d'une solution de chlorure de guanidium a 3 00 mM, provoquant 
une elimination efficace des prot€ines Sup35p sous une forme 
prion) permet de juger de I'efficacitS d'un compost. La figure 
2 illustre le protocole de la mSthode de criblage : (1) 
Culture de la souche STRgS ; (2) Depot et €talement avec des 
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billes de verre st^riles de 3 & 4 mm de diamdtre, d' environ 10^ 
cellules en phase exponentielle de croissance sur line boite de 
milieu solide YPDifr contenant 0,2 mM de chlorure de guanidium 
: constitution du ^^tapis" de cellules ; (3) Dep6t des disques 
5 de papier f iltre steriles selon un quadrillage • permettant 
1' analyse de 32 composes (temoins inclus) et d6p6t de 20 \xl 
maximum de chacun des produits a tester ; (4) Incubation ; 
(5) Numerisation du resultat obtenu ; (6) Exemple pr^sentant 
I'isolement d'tin compost presentant une forte activity anti- 
10 prion , 

Synthese de ll-aminodibenzo [b, £] [1,4] tblazepines et de la 6- 
aTninophgnemthridlne 

Les 11-aminodibenzo [b, f ] [1^ 4] thiazgpines, appel^s encore 
15 Kastellpaolitines, peuvent etre prepares en \ine seule etape . 
La synthese de ces produits a dSjk 6t€ decrite dans la 
publication de Mettey et al . , 1997. 



20 2 . Resultats 

Principe et falsabillte du crible 

Le chloirure de guanidium, le seul produit connu 'pour curer 
efficacement les prions chez la levure Saccharomyces 

25 cerevisiae, a servi non seulement de temoin positif tout au 
long du criblage, mais a:ussi pour etudier la faisabilitS de la 
methode ainsi que pour la mettre au point. Le chlorure de 
guanidium cure efficacement les differents prions de levure a 
tine dose comprise entre 1 et 5 mM (Femandez-Bellot et Cullin, 

30 2001) . Dans ces conditions, la cure necessite une presence 
constante de ce produit pendant six a dix generations en phase 
eaqponentielle de croissance compromettant la faisabilitg du 
crible sur boite tel que les inventeurs souhaitaient le 
r^aliser. 
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La figure 1 montre la faisabilit^ du crible, 

Les trois parmeaux de gauche : une souche [P5J+] , est cultivee 
pendant 48H en presence de chlorure de guanidium a 5 rnM (avec 
5 0,2% DMSO final) ou, comme controle avec seulement 0,2% DMSO 
final. A T = 0, puis toutes les 24H, une goutte de 10 jiL 
(environ 10^ cellules) est depos^e sur une bo£te de milieu 
riche. La cure au chlorure de guanidium commence & avoir un 
effet apres 24H de traitement, soit aprds 6 generations 
10 environ (une coloration rosSe commence ^ apparaltre) . Au bout 
de 48H, soit aprds 12 generations environ, la goutte de 
cellules presente une coloration nettement rouge, signe d'line 
cure complete des cellules [PSJ+] . 

Le panneau du milieu : quelques cellules sont preievees ^ T = 
15 48H et sont striees sur un milieu frais. Elles forment presque 
toutes des colonies rouges dans le cas de la cure au chloriare 
de guanidium. 

Le panneau de droite : ces meme cellules sont culottees au 
fond d'un tube Eppendorf apres culture liquide. Dans le cas de 
20 la cure au chlorure de guanidium, elles forment un culot 
rouge . 

La premiere etape a done consiste §l determiner si le chlorure 
de guanidium pouvait avoir un effet visualisable sur boite sur 

25 des cellules [PSJ+] avec le systSme de pastilles ^ 
antibiogramme- Une fois cette etape realisee, les inventeurs 
ont mis au point les conditions optimales de temperature, de 
milieu, de densite ainsi que de type cellulaire ^ utiliser 
(figure 2) . La souche presentant la meilleure sensibilite est 

30 la souche STRg6 cultivee ^ 23,5 et en presence de 200 )j.M de 
chlorure de guanidium. En effet, 1 ' introduction d'une dose 
sub-efficace de chlorure de guanidium dans le milieu permet 
d'augmenter la sensibilite du test. 
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Criblage d'line chixniotlxegue 

Des composes (environ 1000) ont ete passes au crible en. 
utilisant les conditions optimis^es par les inventeurs (figure 
2) . Sur chaque bolte, 15 \xl de DMSO sent deposes sur le filtre 
5 en haut a gauche (temoin n^gatif) et 15 |il d'une solution de 
chlorure de guanidium en solution a 300 mM dans le DMSO 
(temoin positif) sont deposes sur le filtre en bas a droite, 
Le m§me volume (15 j4.1) de chacun des produits de la banque 
(tous en solution a 10 mM dans le DMSO) est deposg sur les 

10 filtres restants (trente par grande boite de Pgtri carree) . Un 
signal positif (visualisation d'xxn halo rouge autour du disque 
de papier filtre sterile sur lequel le produit est depose) a 
ete obtenu pour cinq produits. Ces produits correspondent a 
quatre molecules d'une meme famille, appelees 

15 « Kastellpaolitines » par les inventeurs, et ^ une cinquieme 
bien connue : la phenanthridine . 



Exemple 2 : Identlfl cation des Kastellpaolitines et de Ja 
20 piienan fciiridi Jie , 



Les structures chimiques des Kastellpaolitines .et de la 
phenanthridine sont prSsent^es dans la figure 3B. Le panneau 
3A montre une analyse comparative de la taille des halos 

25 rouges obtenus respect ivement avec 1' ensemble de ces molecules 
(toutes dSpos^es en quantity equivalentes : 15 jil d'une 
solution a 10 mM dans le DMSO) . Cette experience permet de 
comparer I'activite relative de chacun de ces produits, Le 
plus actif est la Kastellpaolitine 1 (ou KPl) suivi par la 

30 phenanthridine . 



Synthese et test de la 6-aininophenanthridine 
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Une analyse comparative de la ph^nanthridine d'lme part, et 
des Kastellpaolitines d' autre part montre plusieurs points 
communs entre ces deiix groupes de molecules (figure 3) . Les 
diff^rentes molecules y sont class^es de la moins active a la 
plus active et leurs fortnules respectives indiquees. Toutes 
sont tri-cycliques, le cycle central contenant dans tous les 
cas un azote en dotable liaison avec un carbone adjacent. Par 
centre, chez toutes les Kastellpaolitines, le carbone du cycle 
central qui est en double liaison avec cette azote porte un 
groupement amino, ce qui n'est pas le cas pour la 
phSnanthridine. Cette observation a conduit les inventeurs 4 
vouloir tester la 6-aminoph6nanthridine . 

La 6-aminophenanthridine peut Stre prSparS selon le mode 
opgratoire mis au point par Kessar et al, 1969. 

La 6-aminoph#nanthridine a done 4t4 passSe au crible selon 
1' invention, en comparaison avec les Kastellpaolitines 1 (KPl) 
et 5 {KP5> ainsi qu'avec la ph€nanthridine . Le r^sultat est 
trSs net : la 6-aminophgnanthridine est encore plus active que 
les Kastellpaolitines et que la ph^nanthridine . 



La figure 4 il lustre les result at s de cette comparaison : 
I'activite de la 6-aminophenanthridine a M determin^e sur 
boite et compares a celle de la ph^nanthridine . Pour toutes 
les molecules, la m§me* quantity est d^posSe (10 ^1 d'une 
solution a 10 mM) . Dans le cas du tSmoin positif (chlorure de 
guanidium) , la solution utilis€e €tait a 300 mM. 

Par consequent, en greffant ce groupement amino, 

caract€ristique des Kastellpaolitines sur la phgnanthridine , 

les inventeurs ont augments fortement I'activite de cette 
demidre . 
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En suivant la m§me demarche, les invent eurs ont ensuite ajoute 
un chlore en position 8 dans la 6-aminophenanthridine (6AP) 
pour produire la 6-amino-8-chloroph6nanthridine {6A-8CP) . 
Cette modification a de nouveau augmente 1' activity du 
r compose. Finalement, le chlore en position 8 a ete remplace 
par un groupe trif luoromethyle pour donner la 6 -amino- 8 - 
trif luoromethylphenanthridine (6A-8tFP) . Comme le montre la 
figure 4, cette dernidre modification a .conduit a une 
augmentation supplement aire de I'activite et la 6A-8tFP 
10 represente actuellement un des composes les plus actifs. 



Example 3 : Synerg'le entre les prodults ± soles a l^alde du 
crible et le chlozure de ^anidlum 

15 

Toutes les molecules actives ont 6t6 isolees dans un milieu 
contenant line faible dose de chlorure de guanidium (200 )iM / 
dose ef f icace - 4 mM) . Ce parti pris etabli lors de la mise au 
point du crible repondait au souci d'augmenter la sensibilite 

20 (et done le seuil de detection de la methode) . L'effet des 
molecules dans des milieux contenant plus (500 \xM) de chlorure 
de guanidium .ou n'en contenant pas, a par la suite €t€ 
observe. La phenanthridine est toujours active sur un milieu 
sans chlorure de guanidium, mais son activity augmente 

25 fortement en f one t ion de la quant ite de chlorure de guanidium 
(pourtant en dose nettement s\ab-eff icace) dans le milieu. Ce 
rSsultat indique une synergie d' action entre le chlorure de 
guanidium et la phenanthridine. Le m§me r^sultat a §t§ obtenu 
pour toutes les autres molecules Isoldes par les inventeurs 

30 (les Kastellpaolitines, la 6-aminophenanthridine et ses 
derives) . 
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Exemple 4 : Verification de la cure en jnilieu ll aulde 

Les inventeurs ont ensuite voulu ..dSterminer si les halos 
rouges observes dans le test levure correspondaient bien a de 
la cure du prion et non pas k un artefact (par exemple 

ces halos rouges pourraient etre dus a une inhibition directe 
de la chalne de biosynthdse de 1' adenine par ces molecules, ce 
qui conduirait & une accumulation de I'AIR) . Si ces molecules 
curent ef f icacement le prion [PSI-i-] , un traitement en culture 
liquide de cellules [PSr+] suivi d'un lavage desdites cellules 
doit leur permettre de former des colonies rouges sur un 
milieu gelose ne contenant plus les molecules. Ces tests ont 
ete rSalisSs avec la 6-aminophenanthridine sur la souche 
« strong » sauvage 74-D694. 

Les conditions de cure en milieu liquide sont les suivantes : 
une souche [PSJ+] est cultiv^e pendant 5 jours en milieu 
liquide en presence des quantitSs indiquees des differents 
produits (voir figure 5) . Toutes les 24H, une fraction 
aliquote est lav^e en milieu vierge de tout produit et deposee 
sur un milieu gelose solide (lui aussi vierge de tout produit) 
qui est traite ensuite comme indiqug en figure 2 . 

Comme montre dans la figure 5, la 6-aminophenanthridine est 
capable de curer partiellement le prion [PSJ+] dans un nombre 
significatif de cellules. L'efficacite de cure peut etre 
notablement augmentSe en rajoutant une dose siab-ef f icace (100 
fiM) de chlorure de guanidium dans le milieu de culture. Dans 
une telle cure liquide, le m§me effet synergique que celui 
observe dans le test sur bo£te est egalement retrouvg. 
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Exemple 5 : Aflse au point et utilisation d^un arlble 
colorlmStrlQue secondaire base sur 1^ utilisation de [ZJRE3], un 
autre prion de levtix-e 

5 Un autre test rapide sur boite a ete realise, base sur un 
autre prion de levure : [URE3] , Ce test constitue un crible 
secondaire qui permet de gen^raliser I'effet des produits 
isoles lors du crible primaire a un autre prion de levure. De 
la sorte, il est possible d'ecarter les molecules actives 
10 uniquement centre le prion [PSJ+3 et done moins int6ressantes 
car d'un effet non general. 



Pour le prion [URE3] la souche haploide utilisee est CC34 (Mat 
a, trpl-1, ade2-l, leu2-3,112, his3-ll,15, ura2: :HIS3) . 

15 

La souche NT34 qui a servi pour le crible secondaire a ^te 
construite k partir de CC34, souche dans laquelle la phase 
codante du gSne DAL5 a ete remplacSe par celle du gene ADE2 en 
utilisant la meme mgthode que celle utilisee pour la 

20 construction de la souche STRg6. Pour cela una cassette, de 
deletion correspondant au gene ADB2 flanque par des sequences 
en ADN se trouvant en amont et en aval de la phase codante du 
gene DAL5 a ete produite par PGR en utilisant de I'ADN 
g€nomique de la souche haploide BY4742 (Mat a, hi33Al, leu2A0, 

25 lys2A0, ura3A0) comme matrice et les oligonucleotides : 
AO^CAAAACa^GGATAATa^AATAGTGTAAi^^ 
TTGG (SEQ ID N<>5) (5'), et, 

TATATTCTTCTCTGATAACAATAATGTCAGTGTATCTGft.CCACTATT^ 
GATAAGC (SEQ ID N«S) (3*) comme amorces. 
30 La mutation dalS: :ADE2 a ensuite ete verifiee par PGR en 
utilisant I'ADN genomique de la souche NT34 comme matrice et 
les oligonucleotides : 

ATAGTCTCTGCTCATAG (SEQ ID N°7) (5*), et, 
GCTTACAGAAATTGTAC (SEQ ID N°8) (3*) comme amorces. 
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La souche NT34 (Mat a, ade2-l, leu2-3,112, his3-ll,i5, 

uraL2: :HIS3, dalS: :ADE2) a 6t6 dSposee ^ la C!NCM le. 10 octobre 
2002 sous le numSro 1-2942. 



5 Ce crible est base sur le meme systeme colorimetrique que le 
crible primaire. Dans la souche de levure NT34, le gene ADE2 
n'est plus sous controle de son propre promoteur, mais sous 
celui du gene DAL5. Lorsque la proteine Ure2p est sous forme 
prion {[URE32) , la transcription a partir du promoteur du gdne 

10 DAL5 est activee done le gdne ADE2 est exprimg, done les 
souches sont blanches et autotrophes pour 1' adenine. Lorsque 
la proteine Ure2p est sous forme normale (luz'e3'0'\) , la 
transcription k partir du promoteur du g^ne DAL5 est rSprim^e 
done le gdne ADE2 n'est pas exprime, done les souches sont 

15 rouges et auxotrophes pour I'adSnine. Lorsque la souche NT34 
est traitee avec 5mM de chlorure de guanidium pendant une 
dizaine de generations, elle forme des colonies rouges (comme 
attendu et comme le ferait la souche [PSJ+l utilisee pour le 
criblage primaire) . Comme on peut 1' observer sur la figure 6, 

20 la phenanthridine et la 6-aminophenanthridine provoquent 
1' apparition d'un halo rouge lorsqu'elles sont deposees sur le 
petit filtre lui-meme depose sur le tapis de cellules 
prealablement etalees sur le milieu nutritif gelos^ (m§me 
precede que pour le crible primaire, voir figure 2) . Ce 

25 resultat suggere que ces produits sont egalement actifs sur le 
prion [URE3] . II est 'a noter, toutefois, que ce crible 
seeondaire est nettement moins sensible que le crible 
primaire. II est done trds utile pour observer rapidement si 
I'effet des molecules Isoldes lors du premier crible est 

30 generalisable k d'autres prions de levure mais en aucun cas il 
ne saurait se STobstituer au crible primaire. 

Afin d'augmenter la perm^abilitS cellulaire, la sequence 
codante du gene ERG6 a egalement ^te remplacee par celle du 
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gSne TRPl. Dans cette souche (SB34) , la transcription de ADE2 
depend done de I'gtat de Ure2p : si Ure2p est inactive par un 
m^canisme prionique (cellules [URE3]} , le ggne ADE2 est 
transcrit activement alors que dans les cellules [ure3-0] , il 
ne I'est pas. Done, les cellules [VRE3] de la souche SB34 
fortneront des colonies blanches alors que les cellules [ure3~ 
0] formeront des colonies rouges. Du fait que cette souche 
contient toujours 1' allele ade2-l, il a 6t6 envisage que cette 
souche pourrait etre [PSI+] , de sorte que la coloration rouge 
pourrait §tre due au curage de [PSJ+] plutot que de [aRB3] . 
Cette possibilite a 6t6 exclue en verifiant par cytoduction et 
conjugaison que la souche est bien [DRB3] . En plus, la 
sequence codante entidre du g^ne ade2-l a dSlStee pour 

donner la souche NT35. Cette souche a ^galement formS des 
15 colonies blanches, d€montrant de nouveau c[u'il s'agit bien de 

La souche SB34 a gtS constrxiite en rempla<?ant le gdne 
ERG6 dans CC34 par amplification PCR du marqueur TRPl et en 
20 remplagant la region codante du gdne DAL5 par le gdne ADE2 en 
utilisant une mSthode basee sur la PCR par delation du gene 
ERG6 avec les amorces ( 5 ' -ACAACAAAACAAGGATAATCAAATAGTGTAAAAAAA 
AAAATTCAAGATGGATTCTAGAACAGTTGG-3' ) (SEQ ID n°9) et 342 (5'- 

TATATTCTTCTCTGATAACAATAATGTCAGTGTATCTCACCACTATTATTACTTGTTTCTAG 
25 ATAAGC-3') (SEQ ID N<>10) . Ce retnplacement de gSne a 6t# 
ensuite confirm^ par croissance sur le milieu SD-Ade, en 
1' absence de croissance sur le milieu USA (comme prSvu pour 
une souche dalsA) et par PCR analytique sur I'ADN g^nomique. 
Le ph^notype [aRB3] de cette souche a 4te v^rifig par 
cytoduction : parmi 30 cytoducteurs , 26 ont gt6 capables de 
crottre sur le milieu USA, montrant qu'il s'agissait de 
[URB3} . La souche NT3S a 6te construite en remplagant le gdne 
ade2-I dans la souche SB34 par le marqueur KanMX amplifig par 
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PGR et en v^rifiant le remplacement r§ussi du gene par PGR 
analytique sur I'ADN gSnomique* 

Example 6 : Verification de la cure de [URE3] exx milieu 
5 liqiiide 

Deux types d' experiences ont 6t6 menes afin de verifier que 
I'effet observe sur boite avec la souche NT34 correspond bien 
a de la cure. Tout d'abord, des cellules .dans les zones 
environnant les filtres ont ete recuper^es pour le t€moin 
10 negatif (DMSO) , positif (chlorure de guanidium) pour la 
phgnanthridine et pour la 6-aminoph6nanthridine . Ces cellules 
ont ensuite 6t6 striees sur un milieu frais exempt de toutes 
ces molecules, Les cellules r€cuper6es autour des filtres 
forment toutes des colonies rouges, a 1' exception de celles 
15 rgcoltSes autour du tSmoin nSgatif. Ce resultat montre que la 
coloration rouge observ^e sur bolte pour la souche NT34 
correspond bien k une cure et non a un artefact lie a une 
inhibition d'une enzyme de la voie de biosynthdse de 1' adenine 
(dans ce cas, la coloration rouge serait perdue sur un milieu 
20 sans inhibiteur) . L'effet de cure de la ph^nanthridine et de 
la 6-aminophenanthridine a egalement ete verifie directement 
sur le prion [URES] . Des cellules [URE3] de la souche CC34 
poussent sur un milieu appele USA alors que des cellules 
curees ( [ure3-0] ) sont incapables de pousser sur ce milieu, 
25 Les inventeurs ont examine la capacite de cellules [URE31 
trait^es par 200 pM de chlorure de guanidium (tSmoin negatif) , 
par 5 mM de chlorure de guanidium (temoin positif) ou par 
diffgrentes doses de 6-arainoph6nanthridine (seule ou en 
combinaison avec 200 fxM de chloarure de guanidium) a pousser sur 
ion milieu USA- La 6-aminophenanthridine est capable de curer 
le prion [URE3] de fa<;on significative et,. tout comme pour le 
prion [PiSJ+] , cet ef f et est accentue par une f aible dose de 
chlorure de guanidium (200 \M) . Ges resultats, outre le fait 
gu'ils valident le crible secondaire avec la souche NT34, 
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suggdrent que I'effet des inhibiteurs mis en Evidence par 
ledit crible devrait Stre g^n^ral sur tous. les prions de 
levure. 

Exemple 7 : Validation du crible avec deux molecules actives 
aur le prion des maiami feres PrP : la chlomromazine et la 
quinacrine 

Le laboratoire de Stanley Prusiner, pdre de I'hypothdse 
« protgine seule » et prix Nobel en 1997, a isol€ un certain 
notnbre de molecules actives sur le prion de mammifdre PrP 
grace k un systdme de cellules murines (neuroblastomes) 
chroniquement inf ectees par le prion PrP^*^ (Korth et al . , 
2001) . Ce systdrae, de par sa lourdeur et sa cott^lexitS, ne 
permet pas un criblage massif comme celui mis au point par les 
15 inventeurs. Aussi I'approche du groupe de Stanley Prusiner a- 
t-elle 6t6 de tester une ^ une, parmi des molecules d^jS 
utilis^es comme medicaments, celles qui passent la barriSre 
hSmato-encgphalique. Certaines molecules, comme notamment la 
quinacrine (utilisge comme anti-paludSen depuis longtemps) ou 
la chlorpromazine (un anti-dSpresseur) presentent une activity 
notable dans leur systdme. De fagon a valider le crible, les 
inventeurs ont done testS la chlorpromazine et la quinacrine 
dans leur systdme levure. Comme montre dans la figure 7, ces 
deux molecules presentent une certaine activiti contre le 
prion [PSJ+] . II f aut toutefois noter que leurs activit6s sont 
nettement inf^rieures a ' celle de la 6-aminoph€nanthridine . On 
peut ggalement relever que la chlorpromazine et la quinacrine, 
tout comme 1' ensemble des molecules mis en Evidence par 
1' invention, presentent une forte synergie d' action avec le 
chlorure de guanidium (Sur la figure 7, le milieu utilise 
contient 200 pM de chlorure de guanidium) . Ce dernier result at 
suggdre que ces deux molecules agissent sur la m§me voie 
biochimique que les molecules isoiees selon 1' invention. 
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Par ailleurs, il est int^ressant de noter que la quinacrine, 
dont I'activite est environ dix fois superieure a celle de la 
chlopromazine dans le test du Pr. Prusiner, pr^sente Sgalement 
line activity nettement superieure a celle-ci dans le crible 
mis au point par les inventeurs. En outre, tout comme dans le 
test du Pr. Prusiner, la chlorprotnazine et la quinacrine 
necessitent un traitement prolong^ (au moins 6 jours dans le 
cas du test du Pr. Prusiner, au moins deux k .trois jours dans 
le cas du crible selon 1' invention) avant de dSceler une 
activity . 



De plus, les inventeurs ont determine I'activite, dans le test 
selon 1' invention, d'autres molecules isol^es grtce au test 
base sur les neurobl as tomes de souris, mis au point par le Pr. 
Prusiner. II a gte trouvg une bonne correlation entre les 
resultats obtenus dans les deux systdmes : 1 ' acepromazine qui 
s'est reveiee gtre legdreraent active dans le systdme mammif^re 
a egalement presente une faible activite dans le test selon 
1' invention et les molecules inactives dans 1' analyse sur les 
mammifgres comme la carbamazepine, 1 ' imipramine , 

I'haloperidol, le chloroprothixene ou le bleu de methylene ont 
ete egalement inactives dans le test. 

La quinacrine a ete egalement decrite comme inhibiteur de la 
resistance multiple axax medicaments (MDR) . Pour tester si son 
effet anti-prionique pourrait concerner ce mScanisme (qui est 
compatible avec 1' effet synergique du GviHCl) , nous avons 
evalue 1' effet curatif putatif d'un inhibiteur general de MDR 
efficace, le verapamil. Comme le montre la figure 7, bien 
qu'une concentration forte de ce medicament ait ete utilisee, 
concentration proche de la toxicite, aucun effet curatif n'a 
pu §tre deceie. 
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Toutes ces correlations entre 1' activity de la quinacrine et 
de la chioirpromazine selon le test ou le crible utilisS 
permettent de valider 1' utilisation de la methode selon 
1' invention pour realiser des criblages haut debit en vue 
d'isoler des molecules susceptibles de constituer des 
medicaments efficaces (sur les mammifdres et en particulier 
sur I'homme) contre des maladies neurodegeneratives impliquant 
des agregats proteiques, de type .encephalopathies 
spongiformes, maladies d' Alzheimer, de Huntington,., 

Exemple 8 : Analyse de 1^ Inhibition de la PrP^^ dans lea 
cellules SaN2a ''22L 



Des cellules de neuroblastome de souris infect^es par le 

15 prion de la tremblante du mouton (ScN2a-22L) ont Stg utilisges. 
Les cellules ont ^te cultivees dans des flacons de 25 cm^ en 
presence ou absence des composes pendant plusieurs jours, 
Ensuite, les prot^ines ont €te extraites des cellules ScN2a- 
22L par lyse cellulaire dans 500 ^1 de tampon de lyse (50 mM 

20 de Tris HCl pH 7,5 ; 150 mM de NaCl, 0,5 % de desoxycholate de 
sodium ; 0,5 % de Triton XlOO) . Apres normalisation des 
proteines avec le kit Uptima Interchim , les quantites ajustees 
de lysats cellulaires ont 6te digerees par la proteinase K a 
20 fig /ml iEurobio) pendant 40 min a 3 7<>C. Les lysats ont 6t€ 

25 centrifuges ensuite pendant 90 min a 20 000 x g et le culot a 
ete resuspendu dans 25 fil de tampon dSnaturant (1 X Tris- 
Glycine ; 4 % de SDS, 2 % de P-mercaptoethanol / 5 % de sucrose 
et du bleu de bromophenol) et chauffS pendant 5 min k 100<>C 
avant analyse par Western blot selon le protocole standard en 

30 utilisant I'anticoxps monoclonal de souris anti-PrP SAF83 
(fourni par SPI-BIO, Massy-Palaiseau, France) . Les 
pourcentages d' inhibition de la formation de PrP^^ resistant k 
la proteinase K ont ete calcules en utilisant le NIH Image J : 
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1' inhibition de 1' accumulation de la PrP^^ a ^te de 96 % pour 
la chlorpromazine (Chlor.) et 70 % +/- 6 % pour la KPl. 

Deux des composes s^lectionn^s (KPl et 6AP) ont etg testes 
dans ce systdme mammif dre. " Comme le montre la figure 8, la KPl 
a 6t6 capable d'induire une diminution significative de 
1' accumulation de prion mammif ere a une dose similaire a celle 
utilisee pour la chlorpromazine (5 nM) . Au bout de 7 jours de 
traitement, 70 % de la PrP«<= resistant a la proteinase K ont 
disparu (puits 1^3) compare aux cellules non traitSes (puits 
4 et 5) . Get effet significatif a 6t6 probablement sous-estimS 
puisque les cellules traitSes avec le solvant des composes 
seul (DMSO 0,01 %) ont montre une hausse significative et 
reproductible en PrP^'^ resistant a la proteinase K (puits 6) . 
Le m§me effet sur 1 ' elimination de la PrP=«^ a ete obtenu avec 
la 6AP a 2 et 4 /iM. 

Ces resultats valident done 1' utilisation du test de criblage 
selon 1' invention base sur la levure pour isoler les composes 
anti-prions puisque la quinacrine et la chlorpromazine ont ete 
detectees en utilisant cette analyse et que la KPl et 6AP ont 
ete egalement efficaces pour favoriser 1 ' elimination du prion 
mammif ere in vitro. 



Exemple 9 s gtude structure/aetivifce 

Dans le but d'etudier les differentes positions de 
substitution des molecules anti-prions isoiees, les inventeurs 
ont realise une etude structure/activite sur la molecule de 6- 
aminophenanthridine. Les molecules de 2-fluoro-6- 
aminophenanthridine (2F-6AP) , 2-f luoro-6-amino-8-chloro- 
phenanthridine (2f-6A-8ClP) et 6-amino-7-chlorophenanthridine 
(6A-7C1P) ont ainsi ete obtenues par synthdse chimique et leur 
activite anti-prion a ete determinee en utilisant le test 
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selon 1' invention. Les rgsultats obtenus sont repris par la 
figure 9. Les diam^tres des halos rouges obtenus etant 
proportionnels a 1' activity anti-prions . des molecules 
d^posges, les r#sultats indiquent que la presence d'un 
substituant de type halogdne au niveau des positions 7 ou 8 
accroit 1' activity anti-prion des molecules de formules (ii) 
tandis que le m§me type de substituant en position 2 tend a la 
diminuer . 
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Revendi cations 



1. Kit de criblage de molecules a activite anti-prion, 
caracterisg en ce qu'il comporte en conibinaison tine levure de 

V ph^notype , un antibiogramme et xin agent de cur age des 

prions a des doses sub-ef f icaces , ladite levure presentant 
I'alldle ade2-I4 du gene ADEl ainsi qu'un gdne ERG6 inactive. 

2. Kit selon la revendication 1, caract^ris^ en ce que la 
10 levTire est Saccharomyces cerevisiae. 

3. Kit selon la revendication 1 ou 2, caractSrisg en ce que 
1' agent de curage des prions est le chlorure de guanidium, 

4. Mgthode de criblage de molecules k activite anti-prion, 
caracteris^e en ce qu'elle met en oeuvre une levure de. 
ph^notype [PSI+] presentant 1' allele adel-'14 du gene ADEl 
ainsi qu'un gdne ERG6 inactive et comporte les etapes 
suivantes : 

a. realisation d'un tapis de cellules in vitro sur un 
milieu complemente d'une dose sub-ef ficace d'un agent 
de curage des prions, 

b. dep6t des composes a tester selon la methode de 
1 ' antibiogramme , 

c. incubation pendant environ 2-4 jours a environ 20-25 
et, 

d. analyse de la coloration des colonies cellulaires. 

5. MSthode de criblage selon la revendication 4, caract^ris^e 
30 en ce que la levure est Saccharomyces cerevisiae. 

6. Methode de criblage selon I'une quelconque des 
revendications 4 ou 5, caracterisee en ce que 1' agent de 
curage de I'etape a. est le chlorure de guanidium. 
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7. Mgthode de criblage selon I'vme quelconque des 
revendi cat ions 4^6, caract^ris^e en ce qu'elle comporte en 
outre les Stapes suivantes : 

e. incxibation pendant environ 2-4 jours k environ 2-6<»C, 
et/ou, 

f. realisation d'un test de criblage secondaire. 

8. M^thode de criblage selon la revendication 7, caractSrisSe 
en ce que le test de criblage secondaire comporte les Stapes 
suivantes : 

- construction d'une souche de levure dans laquelle le 
g^ne ADE2 est sous le contr61e du promoteur du gdne 
DAL5 

- realisation des Stapes a. H e. des mSthodes selon 
les revendi cat ions 4 et 7 . 

9. Cott^ose de formule (II) dans laque.lle : 



R' 




R' reprSsente un groupement H, NH2, NH- (012)3- 
N (CH3) 2 , NH-CH (CHs) - (CH2) 3-N (CH2-CH3) 2/ 
X reprSsente F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou diffSrents, egalent 0, 1 ou 
2, 

pour line utilisation coxntne mSdicament . 
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10. Compost selon la revendication 9, de formule (II) dans 
laquelle : 

R' 

2 1 10 9 (II, 

R' repr^sente un groupement NH2, 
X represents F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou diff brents, ggalent 0, 1 ou 
2, 

pour une utilisation comme medicament. 

11. Utilisation du compos6 de formule (I) 




(I) 

dans laquelle r' est un - groupement H, NH2, NHR^, oxi est une 

cha£ne alkyle ou alkylaminoalkyle de 1 a 10 
carbones, ramifi€e ou non, 

X represent e F, Cl, Br, I, CF3, SCH3, OCH3, OH, 

NO2, COCH3, CONH2, COOH, COORS oil r3 est un 

groupement alkyl de 1 ^ 4 carbones, 

p et n, identiques ou diff6rents, ggalent 0, 1 ou 

2, 

q Sgale 0 ou 1, 
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pour I'obtention d'un medicament destine a traiter les 
maladies neurodegeneratives impliquant des agregats 
proteiques . 



12. Utilisation du compost de formule (III) dans laquelle : 




(III) 

R' represente un groupement H, NH2, NH-(CH2)3- 
N(CH3)2. NH-CH(CH3) - (CH2) 3-N (CH2-CH3) 2/ 
X represente F, Cl^ CF3, 

p et n, identiques ou diffSrents, ggalent 0, 1 ou 
2, 

pour I'obtention d'un medicament destinS a traiter les 
maladies neurodegeneratives impliquant des agregats 
proteiques . 

13. Utilisation du cott5)ose de formule (II) dans laquelle : 




2 1 10 9 (II) 



R' represente un groupement H, NH2, NH- (CH2) 3-N(CH3) 2/ 
NH-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2/ 
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X represent e F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou diff brents, egalent 0, 1 ou 2,. 
pour I'obtention d'un medicament destine a traiter les 
maladies neurodegeneratives impliquant des agr6gats 
proteiques . 



14. Utilisation du compose de formule (11) dans laquelle 
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(II) 



R' reprSsente un groupement NH2, 
X reprgsente F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 2, 
pour I'obtention d'lin medicament destine a traiter les 
maladies neurodegeneratives impliquant des agregats 
proteiques . 

15. Utilisation selon les revendications 11 a 15, 
caracterisee en ce que les maladies neurodegeneratives sont 
les encephalopathies spongiformes, les maladies d'Alzheimer et 
de Huntington. 



16. Composition pharmaceutique comprenant une quantite 
therapeutiquement efficace d'au au moins un compose de formule 
(II) dans laquelle : 
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R' 

2 1 10 9 



(II) 



R' reprgsente un groupement H, NHa, NH- (CHa) 3-N(CH3) a, 
NH-CH(CH3) - (CH2)3-N(CH2-CH3)2/ 
X reprgsente F, CI, CF3, 

p et n, identiques ou differents, egalent 0, 1 ou 2 , 
en association avec au moins un vShicule pharmaceutiquement 
acceptable . 

17. Composition pharmaceutique comprenant une quantite 
thSrapeutiquement efficace d'au moins un compost de formule 
(11) dans laquelle : 
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(II) 



R' represent e un groupement NH2, 
X represents CI, CF3, 

p et n, identiques ou diffgrents, ggalent 0, 1 ou 2, 
en association avec au moins un vghicule pharmaceutiquement 
acceptable . 




Figure 2 
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Figure 3 




Figure 4 
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3/6 



T- 

(100 GuHCI) 



T+ 

(4mM GuHCI) 



100 GuHCI 
+ 100 

6-aminoph§nantridine 



100 GuHCI 
+ 200 

6-^mlnophenantridine 



Figure 5 





Figure 6 
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STRg6 

0.2 mM GuHCI 




Figure 7 



KP1 5 uM 
1 2 3 .4 5 6 




Puits 1 a 3: KP1 - 5 ^iM 

Puits 6: solvant DMSO (0.01%) 



Chlor. 5 nM 
kDa 7 8 9 . 10 11 




Puits 4, 5, 10, 11: cellules non traitees 
Puits 7 a 9: chlorpromazine - 5 iilVl 



Figure 8 
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OO an inactivated <I>ERG6</I> gene, the screening methods, and a family of molecules with anti-prion activity isolated by the inventive 

screen. The invention is applicable to anti-prion agents for producing medicines in particular for treating neurodegenerative diseases 
s involving protein aggregates. 



C5 (57) Abrege z La pr6sente invention est relative i du criblage de mol&ules ^ activity anti-prion. Elle vise plus particuli^ement 
O des kits de criblage de molecules ^ activity anti-prion, caract6ris6s en ce qu'ils comportent en combinaison une levure de phenotype 
un antibiogramme et un agent de curage des prions ^ des doses sub-efiBcaces, ladite levure pr^sentant TallMe adel'14 du gfene 
Q ADEl ainsi qu'un gfene ERG6 inactive, les m^thodes de criblage, et une famille de molecules a activity anti-prion mie en Evidence k 

Taide du crible selon Tinvention. Application des agents anti-prion pour fabriquer des m^icaments en particulier pour le traitement 

de maladies neurodegeneratives impliquant des agr^gats proteiques. 
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